昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica, February 2003, 46 (1): 11-17 ISSN 0454-6296 


A HREH E Si fis EE ph E h f BS 3 [A] 3 13 HJ XE 88 23 T 


A. d 。 2 M1 
JF , J. Hemingway , # ¥ 
(1. 中 国 科学 院 动物 研究 所 ， 农 业 虫 鼠 害 综合 治理 研究 国家 重点 实验 室 ， 北 京 100080; 
2. Liverpool School of Tropical Medicine, Pembroke Place, Liverpool L3 5QA, UK) 


RE: KEFR Culex ginquefasciatus 是 丝 虫 病 的 主要 传染 媒介 。 通 过 生物 测定 、 单 个 蚊虫 酯 酶 2 和 g2 基因 拷贝 数 分 析 和 了 酯 
酶 B 基因 序列 比较 , 分 析 了 抗 性 水 平 、 抗 性 相关 基因 在 种 群 中 的 分 布 及 其 基因 拷贝 数 等 的 抗 性 分 子 特 征 。 应 用 快速 PCR fX 
(real-time quantitative PCRs) 直接 检测 库 蚊 中 酯 酶 基因 和 mRNA 拷贝 数 。 结 果 显 示 : 上 海 致 倦 库 蚁 对 对 硫 磷 的 抗 性 LC, 为 
8.12, 酯 酶 活性 升 高 是 上 海 致 倦 库 蚊 种 群 对 有 机 磷 杀 虫 药剂 产生 抗 性 的 主要 机 理 。 编 码 致 倦 库 蚊 酯 酶 8 的 氨基 酸 序列 同 编 
码 尖 音 库 蚊 酯 酶 Bl 的 氨基 酸 序列 相 比 同 源 性 为 98%; 同 致 倦 库 蚊 酯 酶 B2 氨基 酸 序列 相 比 同 源 性 为 100% ， 同 环 踊 库 蚊 酯 
酶 B3 氨基 酸 序列 相 比 同 源 性 为 90% ， 上海 致 倦 库 蚊 中 酯 酶 cc 和 8 基因 均 扩 增 。 有 机 磷 抗 性 的 上 海 和 PellRR 蚊虫 种 群 中 单个 
蚊虫 酯 酶 2 和 B2 定量 基因 拷贝 数 均 不 同 ， 其 同一 蚊虫 个 体 的 酯 酶 o2 比 酯 酶 也 基因 的 拷贝 数 高 ， 但 没有 明显 的 规律 性 ， 酯 
酶 结构 基因 的 扩 增 是 上 海 致 倦 库 蚊 种 群 对 有 机 磷 杀 虫 药剂 抗 性 的 主要 机 理 ， 估 计 在 野外 种 群 的 杂 合 个 体 中 存在 多 种 调控 机 


制 。 
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Quantitative differences between populations of Culex quinquefasciatus in both the 


esterases & and f) involved in insecticide resistance 

QIAO Chuan-Ling' , Janet HEMINGWAY, LI Xuan (1.State Key Laboratory of Integrated Management of Pest Insects 
and Rodents, Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080, China; 2. Liverpool School of 
Tropical Medicine, Pembroke Place, Liverpool L3 5QA, United Kingdom) 

Abstract: Culex quinquefasciatus , the major vector of the disease filariasis in China, is resistant to organophosphorus in- 
secticides with an 8. 12-fold resistance ratio at the LCs for parathion, and a high heterogeneity factor in wild populations . 
The main mechanism of resistance in this species is amplification of non-specific esterases. Most resistant Culex quinque- 
fasciatus mosquitoes have co-amplified est o2 and est B2 genes. Southern and dot blot analysis can be used to roughly 
quantify the est gene copy number in mosquitoes using probe hybridization and auoradiography. In addition, we measured 
gene and mRNA copy numbers using realtime PCRs. This accurate quantitative approach (fluorescent microvolume PCR) 
was performed to assess the specific expression profiles of est a and est B genes. The cDNA product of the PCR reaction 
was 500 base pairs long for the esterase a gene and 418 base pairs for the B gene. The predicted protein alignment for the 
esterase B fragment had high homology with Culex pipiens esterase Bl (9896) , Culex quinquefasciatus B2 (10096) and 
Culex tarsalis esterase B3 (9096) . The gene copy number differed between individuals for the a and B genes, as well as 
between populations of Shanghai and PellRR mosquitoes from Sri Lanka, in which both the esterase o2 and 82 are in- 
volved in insecticide resistance. 
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致 倦 库 蚊 是 丝 虫 病 的 主要 传染 媒介 ， 是 世界 性 酯 酶 B2 的 基因 扩 增 是 致 倦 库 蚊 有 机 磷 杀 虫 药剂 抗 
的 入室 骚扰 性 害虫 。 研 究 表明 非特 异性 酯 酶 2 和 人 性 的 主要 机 理 (Raymond et al., 1991; Hemingway 
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et ol .，1998)。 有 机 磷 抗 性 致 倦 库 蚊 PellRR 品系 四 
龄 幼虫 中 柄 酶 o2 和 酯 酶 82: 升 高 的 醋 酶 《总 蛋白 
的 0.4%》 大 约 为 7.7 pmol (Karunaratne et al.» 
1993)， 而 抗 性 蚜虫 酯 酶 FA BE E SERE RT 3% 
(Devonshire and Moores > 19822- 

库 蚊 中 酯 酶 过 量 产生 的 分 子 机 理 是 基因 扩 增 
(Mouches et al.» 1986: Vaughan et al.» 1997; Guil- 
lemaud et al.. 19972 和 基因 表达 调节 (Guillemaud et 
al.» 1997; Hemingway et al.» 1998; Rooker et al.: 
1998)。 在 世界 范围 内 库 蚊 中 最 普遍 的 扩 增 酮 酶 是 
HRS 2 和 酯 酶 pz. ， 几 乎 是 世界 库 蚊 中 各 地 均 有 发 
^E (Raymond et al.» 1991: Raymond et al.» 1996; 
Hemingway et al.» 1998). 首先 在 坦桑尼亚 库 蚊 复 
组 蚊虫 中 发 现 栈 酶 21/ BEBE o, ERENER 
Q2 B&BS 82! 广泛 分 布 于 亚 、 非 、 欧 、 美 等 各 大 洲 
的 多 个 国家 库 蚁 复 组 蚁 忠 。 经 纯化 后 ， 发 现 醋 酶 
o2! 和 酯 酶 82! 间 存 在 很 大 的 动力 学 差别 ; 而 且 凡 
具有 酯 酶 o2: 和 酯 酶 go? 基因 型 的 酯 酶 则 有 着 相同 
的 限制 性 内 切 酶 酶 切 位 点 ， 提 出 酯 酶 go? 仅 出 现 一 
次 广泛 的 扩 增 ， 酯 酶 o2  JUEBES po! 连锁 不 平衡 ， 
F HRERS o2! 和 酯 酶 82: 复 扩 增 (Guillemaud et al.» 
1997)。Rooker 等 《1996) 以 Selax 品系 蚊虫 为 材料 
用 RT-PCR 法 证 明 栈 酶 2 和 酯 酶 B2: 基因 位 于 同一 
扩 增 区 域内 ， 在 扩 增 的 DNA 分 子 上 反 向 排列 ， 中 
间 被 一 段 长 2.2 kb 的 片段 隔 开 。 

Guillemaud Œ (19972. 采用 点 杂交 分 析 常 见 酷 
酶 基因 的 扩 增 水 平 ， 发 现 TEM-R 系 中 酯 酶 81! 基因 
扩 增 了 20 信 〈 该 品系 中 酯 酶 a 基因 未 发 生 扩 增 )， 
SELAX 系 中 酯 酶 o2 - go 基因 扩 增 了 30 ~ 40 fii. 
VIM 系 中 酯 酶 o4 - B4 基因 扩 增 了 6~8 倍 ，CYPRUS 
系 中 酯 酶 a5 - 8B5 基因 扩 增 了 40 ~ 60 倍 。 这 些 抗 性 
库 蚊 品系 基因 拷贝 数 显 示 了 酯 酶 结构 基因 发 生 扩 增 
导致 柄 酶 重 白 质 含量 有 不 同 程度 的 增加 ， 因 而 使 库 
蚊 对 OPs 杀 上 虫 剂 产生 不 同 程度 的 抗 性 。 这 些 基因 扩 
增 的 拷贝 数 是 使 用 Southern DNA. 点 印迹 和 半 量 化 
Csemi-quantified) 的 放射 性 目 显 影 技术 估计 的 《De- 
vonshire and Moores» 1982; Guillemaud et al.» 1997). 
为 进一步 量化 杀 虑 药剂 抗 性 基因 扩 增 的 拷贝 数 ， 本 
研究 使 用 快速 定量 PCR CLightCycle) 荧光 检测 技 
术 及 时 定量 地 检测 出 DNA 扩 增 的 捞 贝 数 ， 测 定 了 
上 海 致 倦 库 蚊 和 PellRR 致 倦 库 蚊 个 体 蚊 虫 酯 酶 a2 
和 pz! 基因 定量 拷贝 数 、 分 析 了 表达 水 平和 蚊虫 种 
和 群 中 抗 性 基因 的 分 布 及 进化 规律 ， 并 提供 在 个 体 蚊 
虫 中 这 些 基因 表达 水 平 的 定量 变化 。 

















1 材料 和 方法 


1.1 化 学 药剂 

对 硫 磷 (parathion) 9095 原油 ,政敌 是 〈dichlo- 
rovos) 原油 ， 邻 促 丁 基 葵 基 甲 基 氯 基 甲 酸 醋 〈 仲 丁 
BE C 2-sec-butylphenyl methylcarbamate，BPMC ) MR 
油 ， 均 为 山东 农药 厂 产 品 ，PCR 试剂 盒 GBC 公司 
产品 。 
1.2 蚊虫 品系 

BEER Culex quinquefasciatus 北京 敏感 品系 引 
自 军事 医学 科学 院 微 生物 流行 病 研究 所 ， 为 长 期 室 
内 饲养 的 敏感 品系 ， 对 有 机 磷 杀 虫 药剂 敏感 并 且 缺 
少 高 活性 的 酯 酶 (Dong, 1990); 上 海 种 群 致 倦 库 蚊 
为 1998 年 采 自 上 海 郊区 污水 塘 内 : PellRR 和 PellSS 
的 原 种 群 是 1990 年 采 自 斯 里 兰 卡 Anuradhapura 的 池 
H, H Peiris 和 Hemingway 《1990) 经 过 单 对 培养 得 
选 出 有 机 磷 抗 性 品系 和 敏感 品系 ， 并 分 别 被 命名 为 
PellRR 和 PellSS， 其 抗 性 品系 的 抗 性 倍数 是 敏感 品 
系 的 31 fi. 
1.3 生物 测定 方法 

参照 Raymond Æ (1986) 方法 进行 ， 所 得 结果 
用 PROBIT 软件 计算 LC 值 和 毒 力 回 归 方程 的 斜率 。 
1.4 微量 快速 PCR 

微量 快速 PCR 参照 Paton 等 《2000) 方法 在 
LightCycler PCR 仪 (Idaho Technology, Idaho Falls; 
USA) 上 进行 . 该 仪器 每 10 s 通过 检测 PCR 产生 的 
XU DNA 分 子 与 Sybr 染料 形成 的 荧光 给 出 PCR 产 
物 的 生成 量 。 在 PCR 反应 中 ， 我 们 对 MgC. SYBR 
染料 的 用 量 和 退火 温度 进行 了 优化 。 反 应 以 0.5 uL 
cDNA 为 模板 ，1 pmol 引物 ，0.2 mmol dNTPs» 1:30 
000 稀释 的 Sybr，1U Tag RAMS, 50 mmol Tris 缓冲 
液 ，250 ug/mL BSA 和 补 加 2 mmol MgCl ， 总 体积 10 
uL. PCR 反应 在 特制 的 微量 毛细 管 中 进 行 ， 设 置 条 
件 为 : 94C 1s, 70% 3 s，72% 10 s，40 循环 。 

微量 快速 PCR 仪 可 以 将 PCR 产物 量化 ，PCR 
仪 与 计算 机 连接 记录 并 分 析 每 个 反 转 录 cDNA B938 
分 子 的 数目 。 每 次 PCR 前 先 将 参照 物 的 模板 以 10 
ng~ 100 fg 的 梯度 稀释 ， 并 分 别 进行 PCR. PCR 结 
果 随 时 进入 计算 机 分 析 PCR 产物 并 绘制 标准 曲线 。 
然后 ， 取 1 4L 单 只 蚁 忠 cDNA 为 模板 进行 定量 
PCR， 每 个 蚊虫 种 群 随机 取 6 只 蚊虫 ， 每 个 蚊虫 个 
体 的 样品 设 3 个 重复 。 微 量 快速 PCR 使 用 引物 和 
反应 条 件 ， 见 表 1。 
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其 PCR 产物 的 生成 量 可 从 标准 曲线 的 范围 中 
推测 待 测 蚊 忠 个 体 定量 拷贝 数 。 为 了 分 析 抗 性 库 蚊 
柄 酶 o2 和 go 的 表达 水 平 ， 我 们 分 别提 取 了 6 只 上 


海 和 6 只 PellRR 蚊 幼 虫 的 RNA， 合 成 cDNA， 有 再 以 
cDNA 为 模板 ， 用 快速 微量 PCR 测定 从 柄 酶 c 和 8 
基因 转录 的 mRNA 的 拷贝 数 。 


X1 微量 快速 定量 PCR 反应 条 件 和 引物 
Table 1 LightCycler PCR parameters and primers 


PCR 模板 引物 
Target Primers 
KB o2 Leal F 5'-GACCITTCGCGGGGATTGTTTCA 3 
Est o2 Leal R 5'-TTCATCTGCTTGCCCACCTCTTTG-3' 
HENS p2 OO9TF 5' CTTCCGGTGATGCTGTA CAT-3' 


Est 82 OO9TR S'CCTICGCCAACTTCTCAACC-3' 


1.5 AKES o2 和 酯 酶 82 PCR 产物 的 序列 分 析 

使 用 2 对 特异 性 的 引物 LealF/LcalR 和 OO9TF/ 
O09TR 分 别 扩 增 柄 酶 a2 和 酯 酶 go. PCR 反应 的 总 
体积 为 50 uL» 含 50 ng 基因 组 DNA， 引 物 各 50 ng; 
0.5 mmol/L dNTPs; 2 mmol/L MgCl; 2.5 U Tag DNA 
RE C Promega), Tag DNA 聚合 酶 缓冲 液 [50 
mmol/L KCl: 10 mmol/L Tris/HCl; 《pH 9.0 25%), 
0.1% Triton X-100]. TE PE-PCR 扩 增 仪 上 预 变性 
95*C 10 min， 然 后 按 95C 30 s. 48C 1 min，72%C 3 
min. Ji 35 次 循环 ， 最 后 72 CHEAP 10 mine Fd 196 
BUT ES PCR 产物 ， 并 将 分 离 得 到 的 DNA 片段 亚 
克隆 到 pBluescript II SK C + 2 (Vaughan et al.> 
1997]。 采 用 双 脱 所 终止 法 测序 ， 并 同 基 因 库 





快速 定量 PCR 反应 条 件 
LightCycler PCR parameters 


95C, 1 s: 70%, 3s; 72C, 14 s: 86°C, 15 


905?C, 1s: 60?C. 3 a; 72C, 14 s: 86C, 1s 


(GenBank) 的 相应 序列 比较 分 析 。 
2 ”结果 和 分 析 


2.1 致 倦 库 疏 抗 性 水 平 的 测定 结果 

上 海 种 群 和 北京 敏感 品系 对 敌 敌 旦 、 对 硫 磷 、 
邻 他 本 基 葵 基 甲 基 氯 基 甲 酸 酮 《他 丁 威 ) 的 抗 性 测 
定 结果 见 表 2。 从 表 2 的 结果 可 知 ， 上 海 蚊虫 种 群 
对 对 硫 磷 的 抗 性 LCS 0.0028 mg/L， 为 北京 敏感 品 
系 的 8.12 倍 ， 斜 率 是 0.58， 显 示 出 上 海 蚊虫 种 群 
对 对 硫 磷 抗 性 基因 的 杂 合 性 。 用 酶 标 法 分 析 上 海 单 
个 蚊虫 的 抗 性 机 制 为 酯 酶 活性 升 高 另 文 发 表 。 








3x2 北京 和 上 海 蚊 虫 对 不 同 杀 虫 药 剂 的 LCS 值 和 死亡 率 机 值 
Table 2 LC; and slope of mortality lines observed in bioassays with various insecticides in Shanghai and Beijing 





药剂 种 群 总 数 回归 方程 5 值 LCs (mg/L)C95% 置信 限 ) 抗 性 比率 
Insecticides Populations n Slope + SE LC (95% CL) RR 
对 硫 磷 parathion 北京 Beijing 51 1.96+0.19 0.0003《0.0003 ~ 0.0004) 
上 海 Shanghai 91 6.31 + 0.58 0.0028 (0.0026 ~ 0.0029) 8.12 (9.21 ~7.12) 
RURE dichlorovos 北京 Beijing 64 6.01 + 0.56 0.223 (0.206 ~ 0.241) 
上 海 Shanghai 90 3.34 +0.32 0.121 (0.108 ~ 0.133) 0.542 (0.52 ~ 0.55) 
仲 丁 威 BPMC 北京 Beijing 50 3.78 +1.11 0.157 (0.102 ~ 0.249) 
上 海 Shanghai 78 4.52 x 0.46 0.192 (0.179 ~ 0.206 1.22 (1.75 ~ 0.83) 


2.2 单个 蚊虫 酯 酶 基因 扩 增 拷贝 数 的 分 析 


使 用 标准 曲线 推测 待 测 样品 荧光 数值 ， 从 而 可 
以 推导 出 其 酮 酶 2 和 go 基因 的 起 始 拷贝 数 。 这 些 
标准 曲线 以 荧光 信和 号 给 出 了 初始 的 模板 拷贝 数 ， 从 
而 可 以 推测 待 测 样品 的 菊 光 水 平 以 确定 待 测 样品 的 
起 始 拷贝 数 。 使 用 SYBR 染料 可 以 掺 入 到 双 链 DNA 
以 检测 PCR 产物 的 积累 ， 同 时 也 可 以 检测 在 低 模 


板 浓度 或 引物 过 量 时 生成 的 引物 二 聚 体 等 非特 异性 
产物 ， 非 特异 性 产物 同时 可 直接 影响 定量 化 的 准确 
VE. Él 1A 显示 出 用 LCAIE/LCAIR 引物 得 到 的 酮 酶 
o2 cDNA 的 熔点 峰 ， 熔 点 温度 (Tm) TE 91.6*C 802€ 
光 峰 是 特异 性 500 bp PSRS 2 产物 。 图 1B 显示 了 上 
海 和 PelIRR FINER o2 在 0.8% 琼脂 糖 电 汶 图谱 ， 
图 中 1~6 为 PellRR，7~12 为 上 海 蚊 虫 PCR 产物 
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的 结果 。 从 图 1A 和 了 均 可 以 看 出 该 熔点 温度 没有 
非特 异性 PCR 产物 。 
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图 1 ZERRI o cDNA 快速 PCR 条 件 的 优化 
Fig. 1 Optimization of light cycler PCR conditions 
for quantification of est œ cDNA 

A. 用 引物 LCATE/LCALR $^ 18 DE CER BS a cDNA 的 PCR 产物 的 
BREE: B. ERER o PCR 产物 熔点 峰 分 析 ， 旺 示 出 熔点 
温度 . 

A. Agarose (0.8902 /1x TAE gel showing est o cDNA PCR products 
amplified using by the primers LCAIF/LCAIR: B. Melting peaks of est 
a PCR products of C. quinquefasciatuss with their temperatures indicat- 
ed. 
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Fig.2 Quantification of est œ and est 
B mRNA expression levels in individual 
C. quinquefasciatus Shanghai and PellRR larvae 

AU Br I.E PeDRRECESSBEIETAE PCR 的 荧光 曲 
线 和 PCR 反应 的 循环 数 ; C 显 示 了 上 海 和 PallRR ELE E PCR 产 
物 的 电泳 图 谱 ， 图 中 1 ~6 为 PARRE, 7-12 29 Eis tic 
虫 PER 产 物 的 结果 。 
A and B graphs of PCR fluorescence profiles against cycle number with 
the light cycler for six individuals: C. Agarose (0.84762 /1 x TAE gel 
with est « cDNA PCR products amplified by primers LCATF/LCAIR. 


图 2A 30 B 分别 显示 了 了 上海 和 PellRR 和 蚁 幼虫 快 
速 微量 PCR 的 荧光 曲线 和 PCR 反应 的 循环 数 ， 图 
2C 显示 了 上海 和 PellRR 蚊 幼 虫 PCR 产物 的 电泳 图 
谱 ， 图 中 1~ 6 为 PellRR £X £j, 7~ 12 29 EE d 
幼虫 PCR 产物 的 结果 。 图 3、4 分 别 显示 了 出 酶 o 
FU 8 mRNA 表达 水 平 的 量化 柱 型 图 ， 从 图 谱 可 以 看 
出 所 有 测定 的 上 海 库 蚊 幼 虫 酯 酶 o 基因 拷贝 数 比 
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PelIRR 蚊 幼 虫 酯 酶 基因 拷贝 数 高 ， 而 柄 酶 B 则 比 
PelIRR 蚊 幼 虫 基因 拷贝 数 低 ， 在 上 海 库 蚊 幼 虫 种 群 
HRS o 基因 拷贝 数 高 于 柄 酶 8 基因 拷贝 数 ， 则 Pell- 
RR 蚊 幼 虫 酯 酶 基因 拷贝 数 低 于 醋 酶 8 基因 拷贝 
数 。 虽 然 这 2 种 蚊虫 种 群 的 柄 酶 。 和 8 都 存在 复 扩 
增 ， 但 其 扩 增 的 倍数 也 明显 不 同 。 可 能 说 明 这 2 个 
地 区 由 于 其 用 药 种 类 的 不 同 ， 导 致 杀 虫 药剂 的 抗 性 
机 理 不 同 。 
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图 3 上 海 和 PellRR 单个 库 蚊 幼虫 酯 酶 a mRNA 拷贝 数 
Fig.3 mRNA copy number of est « Cash columns) 
for individual C. quinquefasciatus Shanghai 
larva and Csolid columns) for individual 


C. quinquefasciatus PellRR larvae 
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图 4 上 海 和 PellRR 单个 库 蚁 幼虫 
HRAS 8 mRNA 拷贝 数 
Fig.4 mRNA copy number of est B. Cash columns) 
for individual C. quinquefasciatus Shanghai larva 
and Csolid columns) for individual 
C. quinquefasciatus PellRR larvae 


2.3 和 致 倦 库 蚊 种 群 酯 酶 8 基因 序列 比较 分 析 

图 5 分 析 对 比 了 cDNA 中 500 bp B&BS a 基因 和 
418 bp 酯 酶 8 基因 序列 发 现 两 者 有 100% 同 源 性 
《结果 未 显示 )。 从 克隆 的 致 倦 库 蚊 酷 酶 B 基因 418 
bp 核 苷 酸 序列 推测 的 氨基 酸 序列 与 其 它 蚊虫 的 毛 
基 酸 序列 比较 可 知 ， 编 码 酯 酶 8 的 氨基 酸 序列 同 编 
码 尖 音 库 蚊 酷 酶 B1 的 氨基 酸 序列 同 源 性 9895; F 
致 倦 库 蚊 酮 酶 B2 氨基 酸 同 源 性 100960. [8] T^ BÉ EE 


蚊 B3 氨基 酸 同 源 性 90% 。 


H2.pep PPQNKTFTLD CSQQCEPCYH FORRLOKIYG CEDSLKLNYE AKEINPSÉPL 
Bl. pep Il'PQKNÜETLD CTQUCEPCYH. FDRRLUKIYG CEDSLKINVT ARETNPSÉPI. 
B3. pop PPBRNTDTLD CTQRCFPPYIT FDRRTQKTVG SEDSLKLNSE AKELNPSRUL 


16l 150 





sbb  PYMLYIYGGO FÜEGTSGTET. Y 


n 


PDPLVQKD TVLVSENYRT GALGELCCQS 











B2. pep  PVMLYTYGGG FTFGTSGTEL YGPDFLVQRD IVLVSENYRI GALGELCCQS 


Bl. pep PWVMLYIYGGG FTEGTSGIEI. YGPDELVQKD. IVLVSENYR]. GALGPLCCQS 





Bá.pep PVÉLYTYGOG FTDGTSGTEL YGPDELAGKD [vLVEENYRI GALGlLCCQS 
151 200 

shb EADGYLGNAG LKDONLAIRW VLENLAAFGG DPXRYTLVGIE SAGAASVQYT 
B2 pap  BEUlICYPSNAG LKDONLATRE VLENTAAPOG DPRRVTLYGH SAGAASVQYII 


Bl.»ep  EQDGY?GNAG LKDONLATRW VLEN Sab GG. DPKS LAGH S45 AASYOYH 





B3. pen FEIGE PGNAG LEDALAIRY VLENLAAEGG. DEERKSLLAH SAGAASVUYH 





291 2950 

shb  LISDASKDLF QRATVMSCST YNSWS]TRQR NWVERLAK.. .....uulue 
H2, pep  LTSDASKD:IE QRATVMSGST. YNSWSLURGR NPVERLARAI CWDCQUS ESO 
Dl. pep LISDASKDLF QRELVMSGST YSSWSLTRQR MEVERLARAT. GWDGQGGTESG 


BJ. pep  LISDASKDLF QRATVMSHRT YSSWSITRQR NWVERLAKEL GUDGEUUESU 


图 5 编码 酯 酶 B 基因 的 重 白 质 序列 比较 . 
Fig.5 Protein alignment of homologous peptides 


encoding for the esterase B 
上 海 蚊 虫 酯 酶 B GenBank acession No. E 4 Er Fe SBBBS B1 
(GenBank accession no. P168542. Sif PESCEBNS po 
(GenBank accession no. P92025) JUXREEESK B3 
(GenBank accession no. P91920) 的 同 源 性 分 别 
79 9895. 100% 和 90% 
Similarity scores 
(expressed as % homology at the nucleotide level) 
of Shanghai mosquito esterase B to C. pipiens esterase 
B1 (GenBank accession no. P16854), C. quinquefasciatus 
B2 esterase (GenBank accession no. P92025) and C. tarsalis 
esterase B3 (GenBank accession no. P91920) are 
98420. 10096 and 9096 respectively 


3 讨论 


快速 定量 PCR 能 检测 序列 特异 性 ， 并 能 迅速 
量化 从 0 ~ 1000 的 起 始 模板 的 拷贝 数 。 该 方法 可 
以 应 用 在 野外 样品 的 分 析 ， 特 别 是 用 于 鉴定 和 量化 
不 同 抗 性 等 位 基因 和 其 等 位 基因 频率 。 荧 光 通 过 
PCR 产物 的 变异 温度 连续 检测 给 出 DNA 的 熔点 曲 
线 ，DNA 的 熔点 曲线 取决 于 GC-AT 的 比率 、 产 物 
的 长 度 和 序列 。 我 们 的 研究 结果 显示 上 海 和 PellRR 
库 蚊 酯 酶 500 bp 同 源 性 为 100%， 其 DNA 的 熔点 曲 
线 是 一 致 的 (图 1A)。 
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突变 和 了 酯 酶 的 活性 增加 《Mouches et al.» 1986; 
Fournier and Mutero，1994) 。 非 特异 性 醋 酶 的 过 量 
产生 是 引起 蚊虫 对 有 机 磷 杀 虫 药剂 产生 抗 性 的 主要 
原因 ， 而 辑 位 点 突变 同样 可 引起 蚊虫 对 有 机 磷 和 和 毛 
基 甲 酸 酮 类 杀 虫 药剂 的 抗 性 。 从 测定 的 结果 看 上 海 
致 倦 库 蚊 对 毛 基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 邻 仲 丁 基 葵 基 甲 基 
氨基 甲酸 酯 的 敏感 性 和 北京 敏感 品系 没有 明显 差 
别 ， 可 能 该 群 中 不 存在 不 敏感 的 乙酰 胆 碱 酯 酶 基因 
《 刘 俊 娥 和 乔 传令 ，2001)。 

对 于 酯 酶 基因 定量 拷贝 数 变化 的 研究 有 助 于 了 
解 昆虫 对 杀 虫 药剂 产生 抗 性 的 分 子 机 制 ， 了 解 蚊虫 
抗 性 个 体 基因 的 扩 增 倍数 和 分 布 规律 ， 从 而 制定 对 
杀 上 虫 药剂 抗 性 库 蚊 进行 综合 治理 的 有 效 措 施 。 乔 传 
4 Sr (19960 构建 了 采 自 不 同 地域 有 机 磷 杀 虫 药剂 
抗 性 库 蚊 柄 酶 a1 和 酯 酶 2/82 结构 基因 扩 增 区 的 限 
制 性 内 切 酶 图 谱 ， 分 析 限 制 性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 
发 现 不 同 地 理 位 置 的 酯 酶 o1 FERS 2/82 库 蚊 都 有 
着 相同 的 单 基因 扩 增 ， 其 扩 增 水 平 有 较 大 的 差异 。 
从 图 3 和 图 4 的 结果 分 析 可 知 : 在 同一 地 理 种 群 的 
不 同 蚊 虫 个 体 其 酮 酶 02/82 的 定量 拷贝 数 也 有 明显 
的 差异 ， 从 图 3 可 以 看 出 4 号 上 海 蚊虫 个 体 酯 酶 a2 
的 定量 拷贝 数 是 1 号 个 体 的 2.3 倍 , 但 在 同一 个 体 
酷 酶 82 的 定量 拷贝 数 仅 是 0.9 倍 (图 4)。3 号 个 体 
HRS o2 的 定量 拷贝 数 是 2 号 个 体 的 2.0 倍 《图 3)， 
但 在 同一 个 体 柄 酶 82 的 定量 找 贝 数 仅 为 0.66 倍 
《图 4)。 说 明 在 同一 蚊虫 个 体 中 栈 酶 a2/82 基因 扩 
增 的 水 平 存在 较 大 的 差异 ，6 个 蚊虫 个 体 的 分 析 结 
果 均 可 以 看 到 这 种 情况 ， 而 在 不 同 个 体 中 酯 酶 o2 
和 82 基因 扩 增 的 拷贝 数 没有 规律 性 ， 推 测 与 酯 酶 
a2. 41 B2 SE DLE] JL 20] TE 2». Hemingway S (1998) 
将 本 酶 a2 和 go 基因 的 启动 子 克隆 到 报导 基因 荧光 
素 酶 的 上 游 ， 并 将 启动 子 和 荧光 素 酶 基因 转 入 一 系 
列 昆虫 和 哺乳 动物 培养 细胞 中 ， 发 现 与 柄 酶 m 基 
因 的 启动 子 连接 时 荧光 素 酶 的 产量 比 与 栈 酶 o2 基 
因 的 启动 子 连 接 时 多 许多 倍 。 因 此 ， 局 动 子 效率 的 
不 同 可 能 是 调节 酯 酶 2 go 酶 量 的 重要 因素 。 在 
野外 蚊虫 种 群 中 由 于 所 使 用 的 杀 虫 药剂 无 规律 ， 加 
上 种 群 之 间 的 基因 交流 频繁 ， 致 使 其 种 群 中 抗 性 基 
因 的 杂 合 度 比 较 高 ， 可 能 是 导致 启动 子 的 效率 和 抗 
性 基因 的 表达 均 有 很 大 差别 的 主要 原因 。 在 本 实验 
中 表现 为 不 同 蚁 上 忠 个 体 基因 拷贝 数 上 的 明显 差异 。 
另外 ， 在 不 同 蚊虫 个 体 中 低 水 平 扩 增 的 酷 酶 基因 的 
表达 过 程 中 也 存在 正 调节 作用 《〈 刘 俊 娥 和 乔 传 令 ， 














20012. 

克隆 上 海 蚊 虫 酯 酶 和 8 基因 、 测 序 ， 将 编码 
KBES 8 的 氨基 酸 序列 与 尖 音 库 蚊 酷 酶 B1、 致 倦 库 
蚊 酯 酶 B2、 环 踊 库 蚁 B3 的 氨基 酸 序列 比较 分 析 ， 
A. F M NS BI CGenBank accession no. 
P16854D. Sif PED HENS B2 (GenBank accession no. 
P92025) J0 f^ DK EE E B3 (GenBank accession no. 
P91920) 的 同 源 性 分 别 为 9895. 1009540 9095. 3X 
一 结果 又 一 次 从 基因 水 平 上 证 明了 不 同 地 理 位 置 的 
HBS o1 和 酯 酶 2/82 库 蚊 ， 都 有 着 相同 的 单 基因 扩 
增 ， 凡 是 基因 型 相同 的 库 蚊 复 组 蚊虫 都 有 同一 个 起 
J& (Fourier and Mutero，1994; Hemingway and Ran- 
son 20002» 
致谢 ” 酯 酶 定量 扩 增 拷贝 数 的 研究 工作 主要 是 在 
卡 地 夫 大 学 〔Cardiftf University) 完成 的 ， 特 别 感 谢 
卡 地 夫 大 学 M.G.Paton 博士 给 予 的 有 关 定 量 PCR dX 
术 方 面 的 帮助 ，Keith Sexton 帮助 使 用 LightCycler. 
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